In this paper, various modifications of agent coupling and biomimetic methods of synthesis and design of calciumhydroxyapatites as basic elements of the hierarchically structured bone scaffold are described. These elements are created to have a very strictly defined geometry and phase composition, which can have essential importance for the morphology and geometry design of the bone scaffold thin inner walls, with strong influence to the bone cell activity and their balance during the processes of bone modeling and remodeling. Different kind of these methods for synthesis basic elements, e.g. calcium hydroxyapatite, as constitutive elements of the scaffold inner walls with their specific design from the aspects of the size and shape of their particles are the key factors in the processes of the tissue engineering and osteointegration of these materials used as building blocks of scaffold structure.
INTRODUCTION
The essential factors of bone tissue engineering are the biocompatible scaffolds suitable for osteogenic cell attach ment, proliferation and differentiation, the osteogenic stem cells and the bioenvironment which are suitable for longterm bone tissue formation and maintenance. These factors have the crucial importance for equilibrium between processes modeling (process bone formation by osteoblasts) and remodeling (process of the bone resorp tion by osteoclasts) providing coherent tissue structure.
The activity of the osteogenic steam cells and progeni tor's cells, which are responsible for increasing osteoblasts concentration: cell division -proliferation, cell differentia tion and cell deathapoptosis, mostly depends not only on the chemical and biological properties of calciumhydroxy apatitesCHA but also on its morphology, shape and size distribution, which are very important for the adequate structure of the scaffold inner walls. The chemical and biological properties have to be similar as possible to the corresponding properties of the biological CHA, which is the main constituent of bone.
Briefly, optimal material may have a poor crystallinity, chemical composition more or less far from stochiometry of CHA, due to cationic and anionic replacement of Ca 2+ and PO 4 3 ions in CHA by corresponding other cations and anions as they are: Mg 2+ , Sr 2+ , Zn 2+ , B 3+ , SiO 4 2 , CO 3 2 etc. In agreement to this, for example, wellknown Mg 2+ ions are attendant in amount of cca 6 mol% in cartilage and bone during initial phase of osteogenesisin young bone, while they significantly decrease in mature bone. From the other side, Mg 2+ ions can stimulate nucleation of a high number of CHA nuclei, causing their further crystallization and inhibition of crystal growth, what has a crucial importance for better mechanical properties of bone. Also, the CO 3 2 ions present in CHA crystal cell, in so called carbonated CHA improve their chemical and biological activity.
If PO 4 3 ions are replaced inside of CHA crystal cell by CO 3 2 , those CHA which are prevailing in young bone are so called Btype of CHA, have higher degree of biologi cal activity then CHA in which OH ions are replaced by CO 3 2 making so called Atype of CHA, prevailing in old bone. The typical crystallite size of natural bone is mostly in the range: length 3050 nm, sometimes reaches 200 nm, width 1530 nm and thickness 210 nm. These values are induced with shape and size of voids in the collagen fibers networks.
The next essential properties of bone scaffold are strong protein adhesion and osteoblast proliferation. From the numerous results given elsewhere [15] , it is clear that for better activity of apatite and subsequent its better compat ibility with biological apatite it is necessary to have corre sponding shifted more or less chemical composition of synthesized CHA comparing to stoichiometric CHA, which can provide similar rate of the CHA biodegrada tion, e.g., rate of the release of corresponding ions in the crystal cell of CHA and their surface activity. The second important factor for bioactivity of CHA is correspond ing modification of CHA surface structure to attain its better adhesion and proliferation by bone cells. That can be provided by the corresponding design and chemical composition of the CHA particles, which are used as a suit able building block of the final scaffold structure.
To show possible variety in the structure and proper ties of basic particles for scaffold tailoring, in this paper is shown a set of different modifications of agent coupling and biomimetic methods with its corresponding specific ity, as a possible set of different approaches in the design ing of the scaffold building blocks [6, 7, 8] . Beside these methods described in this paper, in our laboratory, we used a set of others methods, also very important and prom ising as a methods described in this paper like: hydro thermal method and its modification by using surface active substances (SAS) with and without combination with mechanochemical method; reflux method with dominant partition of organic solvent with and without external physical field (RF field); ultrasonic spray pyrol ysis method; double inverse micelle method and method of CHA synthesis assisted by enzyme. In the next papers, some of them will be presented.
METHODS OF CHA SYNTHESIS AND POWDER PROPERTIES
The first method which will be briefly described in this paper will be conditionally named method of coupling agents. The diverse class of coupling agents and polymers may be used as a cage matrix for CHA selfnucleation during its synthesis. Coupling agents, particularly SAS can cause specific chemical reactions occurring between polar groups of surface active substances through their electro static interactions with Ca 2+ ions. These polar group acts as active sites, which have a prevailing influence to CHA nucleation and oriented crystal growth. By this way, the aggregation state of the polymer /surfactant coupling agents becomes the main factor for the control of CHA grain/ crystallite size, shape, morphology and polydispersity.
Typical appearance of CHA powders synthesized using this method, in the mixture of polyvinyl alcohol (PVA) and ethylene vinyl acetate /versatate (EVA/EVV) coupling agents is shown in Figures 1a and 1b . Briefly, in this specific case, the negative charge of acetate and versatate ions (carboxyl polar groups) plays a role of the active sites for opposite charged Ca 2+ ions, while inside of the PVA/SAS micelles nuclei formation and oriented growth of CHA is occurred by subsequent diffusion of PO 4 3 and Ca 2+ ions inside of the micelle volume. Typical mechanism of form ing these micelles which has a role of one kind of specific incubator for CHA selfnucleation is given in Figure 1c .
Beside the PVA in our experiments, we also used algi nate, hydroxyl methyl celulose, modified starch, hydroxy methyl metacrylate as polymershydrogels; as SAS we used: eethylene vinyl acetate /versatate, polyoxyethyl ene octyl phenyl ether, polysorbate 80, polyoxyethylene sorbitan monooleate, melaminesulphonate, cethyl three methyl ammonium bromide, sodium dodecyl benzene sulfonate and sodium dodecyl sulfonate.
The size of the obtained rod shape particles was in diameter between 100 and 200 nm and in length between 0.5 and 2 μm, with ratio length: diameter 10:1. A very nicely divided particles and separated one from others, with very expressed regular order in the rows, placed in almost equal distances, one from other, in its surround ing, make these systems very interesting for modeling scaffoldbone cells investigations which are of the essen tial importance, in the aspect of bone cells activity and degree of their adaptation on the scaffold surface morphol ogy. It is expected that these systems can be one kind of the very precisely tailored bridges supporter which can be easily joined to the biomimetically CHA growth inside the body, which is promoted by body fluid solution (SBF) consisted from the mixture of various ions, electrically charged proteins and amino acids.
Therefore, the next method of CHA synthesis shown in this paper was the biomimetic method, e.g. method CHA synthesis from supersaturated SBF solution. For such kind of investigations, the synthesis of silica thin films as substrate for further CHA synthesis, was firstly done, using thermal spray pyrolysis method. Very precisely tailored silica sol particles order of 6.7 nm with silica chainslength between 1820 silica tetrahedrons were used for deposi tion on the surfaces of steel tape. In the next step of CHA synthesis, the specimens of steel tape covered by silica were emerged in the slightly super saturated SBF, which had been prepared by a partially modified recipe comparinf to a typical composition corresponding to the product solubility of the stochio metric CHA. Concentrations of corresponding ions were given as follows: c(Cl )=0.054 mol/L; c(Na + )=0.0542 mol/L; c(Ca 2+ )=0.0025 mol/L; c(PO 4 3 )=0.001 mol/L; c(Mg 2+ )=0.0003 mol/L; c(NO 3 )=0.0006 mol/L and c(K + )=0.0014 mol/L). Thin silica film on the surface of steel tape (thickness 22.5 μm), shown in the Figures 2a and 2b is consisted from clearly distinguishable rods which are very pronouncedly oriented along one specific direction.
For the mechanism of CHA selfnucleation, Si-OH groups are the most important, because they induce heterogeneous nucleation of CHA on the surface of silica thin films. Once CHA nuclei is formed, crystals of CHA grow spontaneously to form a layer of bonelike apatite, because SBF is supersaturated with respect to apatite. From the findings described above, it can be observed that the bonelike apatite deposition from SBF onto materials can be achieved by increase in the degree of supersaturation of SBF with respect to apatite and the existence of the func tional groups, such as Si-OH group, which induce hetero geneous nucleation of apatite on the surface of materials.
The initial stage of the nucleation induced by Si-OH groups was described by Takadama et al. [1] and our recent investigations. As the given examination clearly shows, the process of CHA nucleation is induced by Si-OH groups in SBF and a silanol groups do not induce apatite nucleation directly but form amorphous calcium silicate compounds such as ≡SiOCa + and (≡SiO) 2 Ca incorporating calcium ions. The amorphous calcium silicate compounds then incorporate phosphate ions to form CHA nuclei.
In the Figures 3a and 3b, the CHA film (after nucleation for 33 days on the surface of 22.5 µm thick SiO 2 film cover ing a surface of steel tape), is shown. The CHA film,shown in this figure, consisted of small 0.1380.41 µm sized CHA particles and agglomerates, mostly between 1.66 and 2.77 µm, while the biggest of them were between 2.8 and 4.86 µm. The agglomerates were "flowersshapeblow ball shape" with smaller branches of the smaller agglomer ates and small elongated particles (range 200 nm in length, and 2030 nm in diameter). The bottom darker layers were also visible as very dark spots. On the top of these layers were newly formed, brighter CHA layers.
In the Figures 4a and 4b, a three dimensional view of selfnucleated CHA is shown. The clearly distinguished layers of CHA, which are regularly ordered one to another from the bottom to the top of CHA thin film, are evident. They form the separated islands firstly, which are joined finally, due to capillary forces which cause the erosion of the islands edges, by induction of the corresponding fluid disturbances and instabilities inside of SBF.
The specific variety of this synthesis, more complex, is shown in the Figures 5a and 5b. This picture shows typi cal appearance of the selfnucleated CHA when used is not only SBF solution. In one case a mixture of SBF and EMEMEagles minimal essential medium which contain: amino acids and salts of CaCl 2, KCl, MgSO 4, NaCl and NaHPO 4 in the amount overhead the balance value given by Kokubo was used.
The appearance of the nucleated CHA shown in Figures 5a, 5b, 6a and 6b very similar to the previous, corre sponding to these, when SBF is used only. These pictures show very pronounced branches of CHA, which are very strongly networked, with ratio length: diameter =10:1.
Similar synthesis is made by using mixture of the SBF and fetal bovine serum (FBS), which contains dominantly globular bovine serum albumin as protein, very important for surviving, growth and division of bone cells ( Figures  7a, 7b, 8a and 8a) .
Basically, experiments with EMEM and FCS were initi ated following idea about the mechanism of bone forma tion and proliferation inside of collagen fibers in live bone tissue. As it is recently known, polymer induced liquid precursor (PILP) plays a dominant role in the bone miner alization [5] . PILP is responsible for initial nucleation of 4 3 ions into those voids and so obtained CHA initially was in the form of a hydrated amorphous structure, while in the further phase of the ions rearrangement releases excess of bound water trans forming its amorphous structure into crystal structure.
Similar to this process, process of nucleation and crys tallization of CHA in EMEM and FBS is occurred. In both cases of these biological serums, the additional role of amino acids and proteins are significantly included in the mechanism of apatite formation in the mixed solution of SBF and EMEM (amino acids) and FBSbovine albumin.
These facts influence significantly the kinetic of CHA crystal growth, showing that presence of amino acids (in the case of EMEM) and electrically charged proteins (bovine albumin in the case of FCS) significantly increase the rate of CHA crystal growth ( Table 1 ). The rate of CHA thin film selfnucleation is more than two times acceler ated when it is used EMEM or FCS, in the mixture with supersaturated SBF, in comparison with supersaturated SBF, used only. On the other side, the shape and morphol ogy of obtained powders, is similar in all these cases.
CONCLUSION
The diverse modifications of the agents coupling and biomimetic methods are described in this paper. The main mechanism, which follows such kind of synthe sis are described. The specificity of obtained particles as potential basic elements of the scaffold thin walls is shown from the aspect of their average size, shape, size distribu tion and ratio length: diameter. The role of their geom etry design and phase non homogeneities in the bone tissue engineering processes responsible for equilibrium between rate of modeling by osteoblasts and rate of remod eling by osteoclasts is pointed in this paper. The numerous different methods are also very promising and important methods used in our laboratory investigations for synthe sis of CHA powders as building blocks for construction of scaffold thin inner walls will be probably published in some next issues of this journal.
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UVOD
Glav ni fak to ri in že nje rin ga ko šta nih tki va su: bi o kom pa ti bil ni ska fold po go dan za ka če nje oste o ge net skih će li ja, nji ho vu pro li fe ra ci ju i di fe ren ci ja ci ju, oste o ge ne ma tič ne će li je i bi o sre di na ko ja je po god na za du go traj no for mi ra nje ko šta nog tki va i nje go vo odr ža va nje. Ovi fak to ri ima ju ključ ni zna čaj za rav no te žu iz me đu pro ce sa mo de li ra nja (pro ce sa for mi ra nja ko šta nog tki va po mo ću oste o bla sta) i pro ce sa re mo de li ra nja (pro ce sa re sorp ci je ko šta nog tki va po mo ću oste o kla sta), obez be đu ju ći ko he rent nu struk tu ru ko šta nog tki va.
Ak tiv nost oste o ge nih ma tič nih će li ja i pro ge ni tor skih će li ja, ko je su od go vor ne za po ve ća nje kon cen tra ci je oste o bla sta, će lij sku de o bu i pro li fe ra ci ju, će lij sku di fe ren ci ja ci ju i će lij sku smrt apop to zom, za vi si naj če šće od he mij skog sa sta va i bi o lo ških oso bi na kal ci jumhi drok si a pa ti ta (CHA), kao i od nje go vih mor fo lo ških oso bi na, ob li ka i ras po de le ve li či ne če sti ca, što je ve o ma bit no za od go va ra ju ću struk tu ru unu tra šnjih zi do va ska fol da. He mij ske i bi o lo ške oso bi ne sin te ti zo va nih CHA tre ba da bu du što je mo gu će slič ni je od go va ra ju ćim oso bi na ma bi o lo škog CHA, glav nog sa stoj ka pri rod ne ko sti.
Op ti mal ni CHA tre ba da ima sla bu kristalnost, he mij ski sa stav u ve ćoj ili ma njoj me ri po me ren u od no su na he mij ski sa stav ste hi o me trij skog CHA, što je uslo vlje no od go va ra ju ćim ka tjon skim i an jon skim iz me na ma jo na Ca 2+ i PO 4 3 u CHA s od go va ra ju ćim ka tjo ni ma i an jo ni ma, kao što su: Mg 2+ , Sr 2+ , Zn 2+ , B 3+ , SiO 4 2 , CO 3 2 itd. U skla du s tim, kod bi o lo ških apa ti ta -na pri mer, Mg 2+ -jo na ima oko 6 mol% to kom po čet ne fa ze oste o ge ne ze u mla doj ko sti, dok se nji hov sa dr žaj zna čaj no sma nju je kod sta re ko sti. Po red to ga, jo ni Mg 2+ sti mu li šu nu kle a ci ju ve li kog bro ja CHA nu kle u sa, uti ču ći na nji ho vu da lju kri sta li za ci ju i in hi bi ci ju nji ho vog ra sta, što je od pre sud ne va žno sti za bo lje me ha nič ke oso bi ne ko sti. Ta ko đe, jo ni CO 3 2 , ko ji se na la ze u CHA kri stal noj će li ji, kod tzv. kar bo nat nih CHA po bolj ša va ju nji ho vu he mij sku i bi o lo šku ak tiv nost. Ako se jo ni PO 4 3 za me ne u kri stal noj će li ji CHA sa jo ni ma CO 3 2 , ta da ova kav CHA (ko ji pre o vla da va u mla đim ko sti ma i po znat je kao CHA ti pa B) ima ve ću bi o lo šku ak tiv nost ne go CHA, u ko jem su jo ni OH za me nje ni sa CO 3 2 (tzv. A tip CHA, ko ji pre o vla da va kod sta ri jih ko sti). Uz to, ti pič na ve li či na kri sta li ta kod pri rod ne ko sti je du ži ne 3050 nm (po ne kad do sti že i 200 nm), ši ri ne 1530 nm i de blji ne 210 nm. Ove vred no sti su uslo vlje ne ob li kom i ve li či nom šu plji na unu tar mre že ko la gen skih vla ka na.
Sle de će va žne oso bi ne ko šta nih ska fol da su sna žna pro te in ska ad he zi ja i pro li fe ra ci ja oste o bla sta. Na osno vu broj nih ob ja vlje nih re zul ta ta [15] , ja sno je da je za bo lju ak tiv nost CHA i nje go vu bo lju kom pa ti bil nost sa bi o lo škim apa ti tom neo p hod no ima ti ma nje ili vi še iz me njen he mij ski sa stav sin te ti zo va nog CHA u od no su na ste hi o me trij ski CHA. Ti me se obez be đu je slič na br zi na bi o de gra da ci je CHA, tj. br zi na ot pu šta nja od go va ra ju ćih jon skih vr sta iz kri stal ne će li je CHA unu tar bi o lo ških me di ja i nje go va bo lja po vr šin ska ak tiv nost. Dru gi va žan fak tor bi o ak tiv no sti CHA je od go va ra ju ća mo di fi ka ci ja po vr šin ske struk tu re CHA, da bi se njo me omo gu ći le bo lja ad he ziv nost i pro li fe ra ci ja ko šta nih će li ja. To se obez be đu je od go va ra ju ćim struk tur nim di zaj nom i he mij skim sa sta vom če sti ca CHA, ko je se ko ri ste kao od go va ra ju ći gra div ni ele men ti fi nal ne struk tu re ska fol da.
Da bi se po ka za le pro me ne u struk tu ri i oso bi na ma osnov nih če sti ca ra di di zaj ni ra nja struk tu re ska fol da, u ovo me ra du pri ka zan je set raz li či tih me to da udru že nih agen sa i bi o mi met skih me to da s od go va ra ju ćim spe ci fič no sti ma, kao mo gu ćih pri la za u di zaj ni ra nju ge o me tri je gra div nih ele me na ta ska fol da [6, 7, 8] . Po red ovih me to da, u na šoj la bo ra to rij skoj prak si se pri me nju ju i mno ge dru ge, vr lo zna čaj ne i obe ća va ju će me to de, kao što su: hi dro ter mal na me to da i nje na mo di fi ka ci ja sa su de lo va njem po vr šin ski ak tiv nih sup stan ci (SAS) u kom bi na ci ji sa me ha no he mij skom me to dom ili bez nje; me to da re fluk sa sa do mi nant nim ude lom or gan skog ras tva ra ča uz uče šće spo lja šnjih fi zič kih po lja (ra di o fre kvent no po lje) ili bez njih; ul tra zvuč na sprejpi ro li za, me to da dvo stru ke in verz ne mi ce le i me to da CHA sin te ze po mo ću en zi ma. U ne kom od sle de ćih ra do va ne ke od ovih me to da bi će po seb no pred sta vlje ne.
KRATAK SADRŽAJ
U ra du su opi sa ne raz li či te mo di fi ka ci je me to da udru že nih agen sa i bi o mi met ske me to de sin te ze i struk tur nog di zaj na pra ho va kal ci jum-hi drok si a pa ti ta, kao osnov nih ele me na ta u hi je rar hij skom struk tu ri ra nju ko šta nih ska fol da. Ti ele men ti su kre i ra ni ta ko da po se du ju do bro de fi ni sa nu ge o me tri ju i fa zni sa stav, ko ji su od pre sud nog zna ča ja za mor fo lo ški iz gled i di zajn unu tra šnjih tankih zi do va ko šta nih ska fol da, što ima ve li ki uti caj na ak tiv nost će li ja ko sti i nji ho vu rav no te žu to kom pro ce sa mo de li ra nja i re mode li ra nja no ve ko sti. Po seb no su ana li zi ra ni raz li či ti na či ni sin te ze če sti ca kal ci jum-hi drok si a pa ti ta, kao osnov nih kon sti tu tiv nih ele me na ta unu tra šnjih zi do va ska fol da, s nji ho vim spe ci fič nim di zaj nom s aspek ta ve li či ne i ob li ka do bi je nih to kom sin te ze če stica. Oni pred sta vlja ju ključ ne ele men te u pro ce su in te gra ci je ko šta nog tki va.
Ključ ne re či: me to da udru že nih agen sa; bi o mi met ska me to da; kal ci jum-hi drok si a pa tit; in že nje ring ko šta nog tki va
METODE SINTEZE KALCIJUM-HIDROKSIAPATITA I OSOBINE DOBIJENIH PRAHOVA
Pr va me to da ko ja će ukrat ko bi ti pred sta vlje na u ovom ra du mo gla bi se uslov no na zva ti me to dom udru že nih agen sa. Raz li či te vr ste udru že nih agen sa, ko je či ne sme se SAS i po li me ra, mo gu se ko ri sti ti kao ma tri ce ka ve za (mi ce la) u ko ji ma do la zi do sa mo nu kle a ci je CHA to kom nji ho ve sin te ze. Udru že ni agen si, po seb no SAS, mo gu iza zva ti raz li či te spe ci fič ne re ak ci je iz me đu po lar nih gru pa SAS i CHA kroz nji ho vu elek tro sta tič ku in ter ak ci ju sa jo ni ma Ca 2+ . Ove po lar ne gru pe de lu ju kao ak tiv na me sta, ko ja ima ju pre su dan uti caj na nu kle a ci ju CHA i ori jen ti sa ni rast kri sta la. Na taj na čin sta nje agre ga ci je udru že nih agen sa po li me ra i sur fak tan ta po sta je glav ni fak tor kon tro le ve li či ne zr na CHA, nji ho vog ob li ka, mor fo lo gi je i po li di sperz no sti.
Ti pi čan iz gled pra ha CHA sin te ti zo va nog po mo ću ove me to de, uz ko ri šće nje sme se po li vi nilal ko ho la (PVA) i eti len vi nilace ta ta ili eti len vi nilver sa ta ta (EVA/EVV) kao udru že nih agen sa, pri ka zan je na sli ka ma 1a i 1b. Naj kra će, u ovom spe ci fič nom slu ča ju ne ga tiv no na e lek tri sa nje ace tat nih i ver sa tat nih jo na (kar bok sil nih po lar nih gru pa) igra ulo gu ak tiv nih me sta za su prot no na e lek tri sa ne jo ne Ca 2+ , dok unu tar PVA/SAS mi ce la do la zi do ori jen ti sa nog ra sta CHA, ko ji se de ša va kroz na iz me nič nu di fu zi ju jo na PO 4 3 i Ca 2+ . Ti pi čan me ha ni zam stva ra nja ova kvih mi ce la, ko je ima ju ulo gu spe ci fič nih in ku ba to ra u ko ji ma se od vi ja pro ces sa mo nu kle a ci je CHA, pri ka zan je na sli ci 1c.
Po red PVA, u ovim eks pe ri men ti ma su kao po li me ri ko ri šće ni hi dro ge lo vi al gi na ta, hi drok si me til ce lu lo ze, mo di fi ko va nog skro ba, hi drok si me til me ta kri la ta, a kao po vr šin ski SAS, EVA/EVV, po li ok si e ti lenok til fe nil etar, po li sor bat 80, po li ok si e ti lensor bi tan mo no o le at, me la min sul fo nat, ace til tri me til amo ni jumbro mid, na tri jumdo de cil ben zensul fo nat i na tri jumdo de cil sul fo nat.
Ve li či ne do bi je nih če sti ca šta pi ća stog ob li ka bi le su preč ni ka 100200 nm i du ži ne 0,52 μm (od nos 10:1). Do bro me đu sob no raz dvo je ne če sti ce sa ve o ma iz ra že nim pra vil nim ras po re dom u re do ve, ko ji su uda lje ni je dan od dru gog sko ro pod jed na ko, či ne ove si ste me iz u zet no za ni mlji vim za mo de li ra nje in ter ak ci ja iz me đu ska fol da i će li ja ko sti, što je su štin ski va žno za is tra ži va nje ak tiv no sti ko šta nih će li ja i nji ho vog pri la go đa va nja na mor fo lo ške oso bi ne po vr ši ne ska fol da.
Mo že se oče ki va ti da ova kvi si ste mi od i gra ju ulo gu pre ci zno di zaj ni ra nih oslo na ca "most nih" kon struk ci ja, ko je se po tom la ko me đu sob no mo gu spo ji ti ko ri ste ći bi o mi met sku me to du da ljeg ra sta CHA, ko ja je pot pu no sti mu li sa na dej stvom te le snih teč no sti (SBF) ko je se sa sto je od sme se raz li či tih jo na, na e lek tri sa nih pro te i na i ami no ki se li na.
Bi o mi met ska me to da je me to da sin te ze CHA iz pre za si će nih SBF ras tvo ra. Za ta kvu vr stu is tra ži va nja bi la je neo p hod na pret hod na sin te za tan kog si li ci jumdi ok sid nog fil ma po mo ću me to de ter mal ne sprejpi ro li ze. Ov de se ko ri sti do bro od re đen ras tvor si li ci jumdi ok si da sa lan ci ma du ži ne 1820 si li ka te tra e da ra, ko ji se de po nu ju na po vr ši nu če lič ne tra ke, da bi se tek na kon to ga na po vr ši ni ta ko for mi ra nog si li ci jumdi ok si da, sa me sti mič no ugra đe nim OH gru pa ma (na sva kih 910 te tra e da ra jed nom OH gru pom, ko ja funk ci o na li zu je po vr ši nu tan kog si li ci jumdi ok sid nog fil ma), de po no vao bi o mi met ski CHA.
Če lič na tra ka ko ja je na taj na čin pre kri ve na tan kim si li ci jum di ok sid nim fil mom ura nja se po tom u sla bo prezasićeni ras tvor SBF, ko ji je pret hod no pri pre mljen po de li mič no iz me nje noj re cep tu ri u od no su na ti pič ni sa stav SBF dat pre ma re cep tu ri Ko ku ba (Ko ku bo) i sa rad ni ka [1] . Kon cen tra ci je od go va ra ju ćih jo na u na šoj re cep tu ri bi le su sle de će: c(Cl )=0,054 mol/l; c(Na + )=0,0542 mol/l; c(Ca 2+ )=0,0025 mol/l; c(PO 4 3 )=0,001 mol/l; c(Mg 2+ )=0,0003 mol/l; c(NO 3 )=0,0006 mol/l i c(K + )=0,0014 mol/l. Tan ki si li ci jumdi ok sid ni film na po vr ši ni če lič ne tra ke (film de blji ne 22,5 μm), pri ka zan na sli ka ma 2a i 2b, sa sto ji se od šta pi ća si li ci jumdi ok si da, ko ji su iz ra zi to ori jen ti sa ni u od re đe nom prav cu.
Za sam me ha ni zam sa mo nu kle a ci je CHA od pre sud nog su zna ča ja SiOH gru pe, ko je se na la ze na kra je vi ma si li ci jumdi ok sid nih la na ca, ko je in du ku ju he te ro ge nu nu kle a ci ju CHA na po vr ši ni tan kog si li ci jumdi ok sid nog fil ma. Jed nom kad se nu kle u si for mi ra ju na me sti ma OH gru pa, kri sta li CHA ra stu spon ta no stva ra ju ći slo je ve apa ti ta slič ne ko sti ma, zbog to ga što je kon cen tra ci ju ti pič nih jo na za CHA u SBF iz nad gra ni ce za si će nja (po sma tra no u od no su na pro iz vod ras tvor lji vo sti ste hi o me trij skog CHA). Na osno vu na ve de nih či nje ni ca mo že se za klju či ti da na de po zi ci ju apa ti ta slič nih ko sti ma uti ču rast, pre za si će nost u od no su na pro iz vod ras tvor lji vo sti apa ti ta i po sto ja nje funk ci o nal nih gru pa, kao što je SiOH gru pa, ko je in du ku ju he te ro ge nu nu kle a ci ju apa ti ta na po vr ši ni ma te ri ja la.
Po čet na fa za nu kle a ci je in du ko va ne SiOH gru pa ma opi sa na je u ra do vi ma Ta ka da me (Ta ka da ma) i sa rad ni ka [1] , kao i u na šim pret hod nim is tra ži va nji ma. U svim tim is tra ži va nji ma is pi ti van je pro ces nu kle a ci je CHA in du ko van SiOH gru pa ma u SBF. Po ka za no je da si la nol gru pe ne in du ku ju nu kle a ci ju apa ti ta di rekt no, ne go pret hod no for mi ra ju amorf na kal ci jumsi li kat na je di nje nja, kao što su ≡Si O Ca + i (≡SiO) 2 Ca in kor po ra ci jom jo na kal ci ju ma. Amorf ni kal ci jumsi li ka ti po tom in kor po ri ra ju u se be fos fat ne jo ne, stva ra ju ći nu kle u se CHA. Na sli ka ma 3a i 3b pri ka zan je film CHA po sle nu kle a ci je to kom 33 da na na po vr ši ni SiO 2 fil ma de be log 22,5 µm ko ji je na net na po vr ši nu če lič ne tra ke. Kao što se mo že vi de ti, CHA film se sa sto ji od ma lih če sti ca ve li či ne 0,1380,41 µm i aglo me ra ta CHA, naj če šće ve li či ne 1,662,77 µm, dok su naj ve ći aglo me ra ti obič no 2,84,86 µm. Aglo me ra ti ima ju iz gled ko ji pod se ća na be le ku gle cve to va ma slač ka sa ma njim gran či ca ma, ko je či ne ma nji aglo me ra ti i ma le iz du že ne če sti ce (du ži ne 200 nm i preč ni ka 2030 nm). Do nji tam ni slo je vi su ta ko đe ja sno vi dlji vi, kao i ve o ma tam ni de lo vi ko ji se na la ze is pod njih. Na po vr ši ni ovih slo je va ja sno se uoča va ju i no vo for mi ra ni, sve tli ji slo je vi CHA.
Tro di men zi o nal ni iz gled če sti ca sa mo nu kle i ra nog CHA pri ka zan je na AFM snim ci ma na sli ka ma 4a i 4b. Ja sno se uoča va ju slo je vi CHA ko ji ra stu sloj po sloj, ni žu ći se je dan na dru gi, stva ra ju ći pr vo ostrv ca, ko ja se po tom me đu sob no spa ja ju u mo no lit ne struk tu re pro ce si ma se kun dar ne nu kle a ci je, pro ce si ma ero zi je po vr ši ne ostr va ca usled di na mič kih ne sta bil no sti u ka na li ma iz me đu ostr va ca, iza zva nih dej stvom ka pi lar nih si la unu tar da tog SBF.
Spe ci fič na va ri ja ci ja ove vr ste sin te ze, ali ma lo slo že ni ja, pri ka za na je na sli ka ma 5a i 5b, ko ja po ka zu je ti pi čan iz gled sa mo nu kle i ra nog CHA ka da se ume sto sa mog SBF u jed noj od va ri ja ci ja ko ri sti sme sa SBF i EMEM (engl. Eaglesmi ni males sen tialme di um), ko ji sa dr ži so li CaCl 2 , KCl, MgSO 4 , NaCl i NaH PO 4 u kon cen tra ci ji ko ja pre va zi la zi pro iz vod ras tvor lji vo sti ste hi o me trij skog CHA.
Na sli ka ma 5a, 5b, 6a i 6b dat je pri kaz sa mo nu kle i ra nog CHA u sme si pre za si će nog SBF i EMEM, či ji je iz gled vr lo sli čan iz gle du CHA ka da je ko ri šćen sa mo pre za si će ni SBF. Sli ke po ka zu ju vr lo na gla še ne gra ne CHA, ko je su me đu sob no umre že ne, sa od no som du ži ne i preč ni ka če sti ca od 10:1.
Slič na sin te za je iz ve de na ko ri šće njem sme se SBF i fetalnog goveđeg seruma (engl. fe talbo vi nese rum-FBS), ko ji sa dr ži do mi nant no glo bu lar ni go ve đi se rum ski al bu min kao pro tein, ko ji je ve o ma va žan za pre ži vlja va nje, rast i de o bu će li ja ko sti (Sli ke 7a, 7b, 8a i 8b).
U osno vi eks pe ri me na ta sa EMEM i FCS na la zi se po čet na ide ja ko ja je iz ve de na iz me ha ni zma for mi ra nja pra ve ko sti i nje ne pro li fe ra ci je u ko la gen skim vlak ni ma u ži vom ko šta nom tki vu. Kao što je već re če no, po li merin du ko va ni teč ni pre kur sor (PILP) igra do mi nant nu ulo gu u mi ne ra li za ci ji ko sti [5] . PILP je od go vo ran za po čet nu nu kle a ci ju CHA u zo na ma ko la gen skih tki va, u či je šu plji ne se uvla či po mo ću ka pi lar nih si la. Me ha ni zam stva ra nja no ve ko sti ko ji je opi sao Ga u er (Go wer) mo že se ukrat ko ob ja sni ti na sle de ći na čin: ne ga tiv no na e lek tri sa nje po li a njon skih pro te i na (fos fo pro te i na, oste ca kli na, fos fo ri na i ko šta nog si a lo pro te i na), tzv. ki se lih pro te i na i ami no ki se li na (aspar tin ske ki se li ne) de lu je kao ak tiv no me sto za su prot no na e lek tri sa ne jo ne Ca 2+ , iza zi va ju ći po tom pri vla če nje jo na PO 4 3 u po li a njon ske pro te in ske mi ce le, sme šte ne u šu plji na ma ko la gen skih vla ka na [5] . For mi ra nje CHA od vi ja se kroz di fu zi ju jo na Ca 2+ i PO 4 3 u ove šu plji ne. Ta ko do bi je ni CHA je u po čet ku u ob li ku hi drat ne amorf ne struk tu re, ko ja to kom da lje jon ske pre ra spo de le u da ljim fa za ma pro ce sa oslo ba đa vi šak ve za ne vo de, pre tva ra ju ći svo ju amorf nu struk tu ru u struk tu ru kri sta la.
Slič no to me od vi ja se i pro ces nu kle a ci je i CHA kri sta li za ci je u EMEM i FBS. U oba slu ča ja ovih bi o lo ških se ru ma po seb nu ulo gu u for mi ra nju CHA ima ju ami no ki se li ne u me šo vi tom si ste mu SBFEMEM i pro te i ni u si ste mu SBFFCS. Obe vr ste ovih se ru ma zna čaj no uti ču na ki ne ti ku ra sta kri sta la CHA, po ka zu ju ći da pri su stvo ami no ki se li na (u slu ča ju EMEM) i na e lek tri sa nih pro te i na (go ve đi al bu min u slu ča ju FCS) zna čaj no ubr za va ju nji hov rast (Ta be la 1). Br zi na sa mo nu kle a ci je tan kog CHA fil ma je pri bli žno dvo stru ko ve ća kad se ko ri ste EMEM ili FCS u sme si sa pre za si će nim SBF, ne go kad se ko ri sti sam SBF. Sa dru ge stra ne, ob lik, mor fo lo ški iz gled i ve li či na če sti ca do bi je nog pra ha su slič ni u svim slu ča je vi ma.
ZAKLJUČAK
U ra du su opi sa ne raz li či te va ri jan te me to de udru že nih agen sa i bi o mi met ske me to de. Opi sa ni su ukrat ko nji ho vi glav ni me ha ni zmi sin te ze CHA. Spe ci fič no sti do bi je nih če sti ca, kao po ten ci jal nih osnov nih ele me na ta tan kih zi do va ska fol da, pri ka za ne su sa sta no vi šta sred nje ve li či ne če sti ca, nji ho vog ob li ka, di stri bu ci je i od no sa du ži ne i preč ni ka. Po seb no je na gla še na ulo ga ge o me tri je do bi je nih če sti ca i nji ho vih fa znih ne ho mo ge no sti na pro ce se stva ra nja ko šta nih tki va. Broj ne dru ge zna čaj ne me to de ko je se ko ri ste u na šoj la bo ra to ri ji za sin te zu pra ho va CHA bi će opi sa ne u na red nim ra do vi ma.
